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Fig.1 細胞周期におけるペルオキシソームの動態 
PC; 位相差像、Mito; ミトコンドリア(抗 Porin 抗体)、
Po; ペルオキシソーム(抗カタラーゼ抗体)、Nu; 細胞
核、Chl; 葉緑体、SP; 紡錘体極。Bar; 1m 
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序論 
真核生命の基本単位である細胞は、細胞核に加え、細胞内共生を起源とする 2 種類の複膜系オ
ルガネラ(ミトコンドリア、葉緑体)と、DNA を含まない 4 種類の単膜系オルガネラ(ペルオキシ
ソーム、リソソーム、ゴルジ体、ER)を含む。これらは、20 億年前の真核細胞誕生以来、今日ま
で受け継がれてきたと考えられている。しかし、多くの動植物細胞などでは 1 細胞あたりのオル
ガネラの数が多く、ランダムに分裂する等、その分裂機構や起源の研究は困難であった。 
これらの問題を克服するため、最小単位のオルガネラ含む原始紅藻 Cyanidioschyzon 
merolae(シゾン)が用いられてきた。シゾンのオルガネラは、光の明暗でその分裂が同調化でき、
無傷単離が容易である等(Yoshida et al. 2010, 2013)、オルガネラ分裂・増殖の研究に有利であっ
た。シゾンによって、初めて複膜系のミトコンドリアと葉緑体分裂装置 (リング )である
Mitochondrial-Dividing (MD) machinery 及び Plastid-Dividing (PD) machinery が発見され、分
裂の分子機構が明らかになってきた(Nishida et al. 2003; Yoshida et al. 2010)。単膜系オルガネラ
のゴルジ体と ER に関しては、細胞核と共に娘細胞へ分配遺伝されることが明らかになってきた
(Yagisawa et al. 2007; 2012; 2013; Imoto et al. 2011)。一方でペルオキシソームに関しては、ミ
トコンドリアの分裂に付随して増殖することが分かっていたが(Miyagishima et al. 1999)、様々
な増殖モデルが提唱されており(Tabak et al. 2003; Koch et al. 2003)、分裂に関わる具体的な構
造や起源は、半世紀に渡って未解決の問題であった。 
本研究では、シゾンの特徴を最大限に活かし、ゲノム科学的手法を駆使して、ペルオキシソー
ムがリング構造の分裂装置、Peroxisome-dividing (POD) machinery、を使って分裂することを
世界で初めて明らかにした。また、これに基づきペルオキシソームを含む、オルガネラの起源を
考察した。 
 
結果・考察 
(1) ペルオキシソームの高頻度分裂同調培養系の開発 
ペルオキシソームの細胞周期における動態を、免疫蛍光顕微鏡観察によって調べた(Fig. 1)。そ
の結果、ペルオキシソームは、M 期後半に赤道面が括れ 2 分裂したのち、一つずつ娘細胞へと分
配されていた。この期間は非常に短く光の明暗のみでは同調率が極めて低かったため、阻害剤を
用いた同調を検討した。微小管重合阻害剤 Oryzalin
処理によって、M 期後半に行われるミトコンドリアの
分配が阻害されることが分かっている(Nishida et al. 
2005)。この系で、単膜系オルガネラの動態を詳しく調
べた結果、ペルオキシソームの分裂速度が著しく遅延
し、M 期後半で分裂期ペルオキシソームが蓄積されて
いることが分かった(Imoto et al. 2010)。 
 
(2) 分裂期ペルオキシソームの単離と分裂に関わるタ
ンパク質の同定 
光明暗周期と Oryzalin を用いた系を使い、分裂期ペ
ルオキシソームの単離を行った。フレンチプレスと
Percoll 密度勾配遠心単離される、ペルオキシソーム、
ミトコンドリア、葉緑体複合体を低調処理と非イオン
性界面活性剤処理し、ミトコンドリアと葉緑体を乖
離・破砕し分裂期ペルオキシソーム画分を回収した
Fig.3 単離された POD machinery の免疫蛍光・免疫電子顕微鏡写真
(A) 単離された POD-ring の位相差(上段)及び抗 Dnm1 抗体による免疫蛍
光像(下段)。 (B) POD-ring 上における Dnm1 の局在。 (C-E) 乖離した
DB-ring と F-ring の電子顕微鏡像。金粒子; Dnm1、二重矢印; DB-ring、矢
印; F-ring、 Bars; 500 nm(A)、50 nm (B-D)、100 nm (E)。 
Fig.2 分裂期ペルオキシソームの単離とプロテオミク
ス 
(A)分裂期ペルオキシソーム画分の免疫蛍光像。 (B)
ペルオキシソーム画分の SDS-PAGE 解析。PC; 位相
(Fig.2A)。この画分には相対量の多い 13 のタンパ
ク質が含まれており(Fig.2B)、MALDI-TOF-MS に
よって解析した結果、カタラーゼ等と共にダイナミ
ンの一種である Dnm1 が含まれていることが分か
った。Dnm1 は、MD machinery の構成タンパク
質として知られている(Nishida et al. 2003)。従っ
て Dnm1 はミトコンドリア分裂に加えて、ペルオ
キシソーム分裂にも関与することが予測された。 
 
(3) ペルオキシソーム分裂装置の構造同定と単離 
免疫蛍光染色法により Dnm1 はミトコンドリア
分裂に使われたのち、ペルオキシソームの分裂面に
局在することが分かった。また、超薄切片の透過電
子顕微鏡観察によって、ペルオキシソーム分裂面に直径約 200nm のリング状の構造体が形成され
ていることが明らかになった (Imoto et al. 2012)。単離した分裂期ペルオキシソームの電子顕微
鏡解析を行ったところ、分裂面に形成される構造体に Dnm1 でラベルした金粒子が局在した。膜
を界面活性剤で部分的に溶解したところ、直径約 50-600 nm のリング状構造体
Peroxisome-dividing (POD) ring が得られた。 
 免疫蛍光染色では POD ring に沿って Dnm1 が局在した(Fig. 3A)。免疫電子顕微鏡による微細
構造観察の結果、Dnm1 は POD ring の繊維
から約 20nm の距離に局在し(Fig. 3B)、一部
は乖離して分岐し易く、Dnm1 を含む糸状構
造の Dynamin-based (DB) ring と、Dnm1
を含まない繊維状構造の Filamentous (F) 
ring が存在することが分かった(Fig. 3C)。
DB ring は乖離すると直線形状から渦巻き状
に変化し(Fig. 3D)、収縮力を発している可能
性が示唆された。F ring は正円構造を持つた
め (Fig. 3E)、POD machinery の収縮には
DB ring に加え、F ring の収縮も必要である
と考えられる。以上の結果から、ペルオキ
シソーム分裂装置の正体は DB ring と F 
ring の 2 重構造から成る複合装置、POD 
machinery であることが明らかになった。 
 
(4) POD-machinery の構造と機能解析 
次に POD machinery の機能を明らかにするため、MD/PD machinery との比較を行った。DB 
ring に含まれていた Dnm1 は、直径に関わらず、リング外周から 20 ~30 nm の距離に局在した。
一方、MD/PD machinery に含まれるダイナミンは繊維の内側へ局在し、繊維間でダイナミン分
子が収縮力を発揮する (Nishida et al. 2003; Yoshida et al. 2006)。従って、POD machinery は
PD/MD machinery と異なり、DB-ring の外側からの力によって収縮力を発揮する構造であると
考えられる。 
F ring は直径に関わらず幅約 30 nm と一定であった。一方、PD/MD machinery は繊維の分解
を伴わず収縮し、幅は最大で約 100nm まで太くなる (Miyagishima et al. 1999)。従って F ring
の収縮には繊維の分解を伴うと考えられる。収縮の最終段階では、内側の F ring の分解によって
DB ring が膜に直接結合し、くびり切りを行うことが示唆された。Dnm1 発現抑制下では、分裂
面の収縮は行われなかった。従って Dnm1 は収縮や装置の形成にも重要であると考えられる。 
Dnm1 オルソログは、遺伝学的に陸上植物や動物細胞でミトコンドリアとペルオキシソーム分
裂に関与することが示唆されている(Koch et al. 2005、Fujimoto et al. 2009)。よって Dnm1 を
含む POD machinery の構造と機能は原始紅藻から、高等動植物にまで広く保存されている可能
Fig.4 POD-machinery によるペルオキシソーム分裂モデル 
POD-machinery は DB-ring による外側からの収縮力と、F-ring の分解を伴
う収縮によってペルオキシソーム分裂(分裂面の収縮と分断)を行う。 
 
 
 
 
 
Fig.5 POD-machinery とペルオキシソームの誕生モデル 
真核細胞が持つ基本的な 7 つのオルガネラはその増殖と代謝機構から 3 つ
のグループ: 細胞核ユニット(細胞核、ER、ゴルジ体)、ミトコンドリアユニット
(ミトコンドリア、ペルオキシソーム、リソソーム)、葉緑体ユニット(葉緑体) 
(Yagisawa et al. 2007; 2012; 2013、Fujiwara et al. 2010; Imoto et al. 
2011; 2012)。 膜系の分断はダイナミンホモログによって行われ、ゴルジ小
胞形成には Vps1、葉緑体分裂には Dnm2、ミトコンドリア分裂には Dnm1
が 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る (Praefcke and McMahon 2004;  
Miyagishima et al. 2009)。 POD machinery は MD/PD machinery 同
様に、リング状の構造とダイナミンを含んでいるが、MD machinery に使われ
るダイナミン Dnm1 を含んでいたことから、真核生物誕生後にペルオキシソ
ームとミトコンドリアは共通の膜系オルガネラから進化し機能的に分化した
可能性が考えられる。 
性が高い。ダイナミンホモログはいずれ
も膜分断に機能し、その起源はエンドサ
イトーシスにおける膜の分断装置であっ
たと考えられている (Kuroiwa et al. 
2008、Miyagishima et al. 2009)。 さら
に、Dnm1 がペルオキシソームとミトコ
ンドリアの両方の分裂に使われていたこ
とは、POD machinery が MD machinery
やエンドサイトーシスにおける膜の分断
メカニズムを基に発展した機構であると
考えられる。また、マトリックスタンパ
クとの共通性から (Schrader and Yoon 
2007)、ペルオキシソームはマイトソー
ムやハイドロジェノソーム同様に始原ミ
トコンドリアから 20 億年前にダイナミ
ン Dnm1 を含む分裂装置によって独立
し単膜に包まれたオルガネラとして獲得
された可能性が考えられる。 
 
結論 
本研究によって単膜系オルガネラであるペル
オキシソームの分裂装置、POD machinery が DB 
ring と F ring の 2 本のリングから成る直径
50-600 nm の超分子ナノマシンであることが遂
に明らかになった。POD machinery には、1)DB 
ring と F ring による収縮と、2)DB-ring によるペ
ルオキシソーム胞膜のくびり切りという二段階
の収縮力発生機構があることが明らかになった 
(Fig. 4) (Imoto et al. 2013) 。さらに、分裂装置
の比較から単膜系オルガネラであるペルオキシ
ソームの起源についても解決の糸口が得られて
きた(Fig. 5)。ダイナミンホモログを含む分裂装置
は他の単膜系オルガネラの増殖にも関与してい
る可能性があり、今後それらの分裂装置を明らか
にすることで、7 種の基本的オルガネラの増殖機
構と起源の解明が期待される。 
 
